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【要約】
【背景】 
医学の進歩により骨転移を有する患者の予後が改善してきている。特に乳癌は
骨転移の頻度が高く、転移部位としては脊椎が最も多い。脊椎転移の痛みは難治
性で患者の quality of life を損ねるため、脊椎転移の痛みのコントロールは重要
な課題である。一方、脊椎転移は椎体の骨折や神経の圧迫がなくても有痛であり、
その痛みの機序として破骨細胞によるプロトン放出などが報告されているが未
解明な部分も多い。本研究では、痛みに関連するサイトカインとして知られてい
る tumor necrosis factor-α(TNF-α)と interleukin-6(IL-6)に着目し、転移性脊
椎腫瘍では破骨細胞が TNFαと IL-6 を放出することにより痛みを惹起してい
ると仮定して実験計画を立てた。 
 
【方法】 
ラット乳癌転移性脊椎腫瘍モデルの作成 
Mantha が報告した方法にのっとり、8 週齢の Sprague-Dawley(SD)ラットを用
いてラット乳癌転移性脊椎腫瘍モデルを作成した。まずラット乳癌細胞株 CRL-
1666 を培養し、ドナーラット(n=6)の乳腺近傍の皮下に注射した。注射後 9 日
目にドナーラットから乳癌腫瘍塊を摘出し、1×1×1mm の腫瘍片を作成した。
残りのラットはメデトミジン、ミダゾラム、ブトルファノールの混合液で腹腔内
麻酔を行った後、腹側より L6 椎体を露出し、18 ゲージ針で骨孔を形成した。骨
孔を形成したのみのものを穿刺モデル(n=18)とし、骨孔に腫瘍片を埋め込みボ
ーンワックス (Lukens Corp.,Richmond,VA)で封をしたものを転移モデル
(n=18)とした。 
 
椎体の脱灰と標本作成 
術後７日目のラットをメデトミジン、ミダゾラム、ブトルファノールの混合液
で腹腔内麻酔を行った後、L6 椎体を摘出し 10％ホルマリンで固定した。その
後 10％ethylenediaminetetraacetic acid(EDTA)に３週間浸し、脱灰を行った。
続いてパラフィンブロックを作成し、ミクロトームで切片を作成した。 
 
TRAP 染色 
破骨細胞の確認のために TRAP 染色キット(Wako Pure Chemical Co. Ltd, 
Osaka, Japan) を用いて切片に対して TRAP 染色を行った。TRAP 陽性の多核
細胞を破骨細胞とみなし、1mm2あたりの破骨細胞を計測した。 
 
免疫組織化学染色 
作成した切片に対し、TNF-αと IL-６の免疫組織化学染色を行い、椎体内の
TNF-αと IL-６の評価を行った。 
 
real-time polymerase chain reaction (real-time PCR) 
術後７日目にラットの椎体を摘出し、液体窒素で凍結切片を作成した。凍結切
片を Cell Destroyer®(Biomedical Science, Tokyo, Japan)で破砕後、Isogen®
（Nippon Gene, Tokyo, Japan）で RNA を抽出し、TNF-αと IL-6 の real-time 
PCR を行った。 
 
【結果】 
TRAP 染色 
穿刺モデル、転移モデル共に骨端部の骨髄表面に TRAP 陽性細胞を認めた。転
移モデルでは L6 椎体の骨組織中の破骨細胞が有意に増加していた。 
 
免疫組織化学染色 
穿刺モデルの破骨細胞は TNF-α 陰性だったのに対し、転移モデルの破骨細胞
は TNF-α 陽性だった。また、穿刺モデル・転移モデルの破骨細胞は共に IL-6
陽性であった。 
real-time PCR  
real-time PCR では、TNF-αは転移モデルで有意に多く、IL-6 は両群で差がな
かった。 
 
これらの結果から、転移性脊椎腫瘍では椎体内の破骨細胞が増加すると共に破
骨細胞内の TNF-αが増加することが判明した。TNF-αは痛みに関与すること
が報告されており、本研究で観察された TNF-α の増加が転移性脊椎腫瘍での
痛みの原因の一つと考えられた。 
【結論】転移モデルの椎体では破骨細胞が増加しており、破骨細胞内の TNF-α
が増加していた。この増加した TNF-α が椎体内の感覚神経に作用し、痛みを
引き起こしている可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
